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RESUMO: Ao longo de 70 anos de pesquisas voltadas para 0 melhoramento genético do cafeeiro, o
Ingtituto Agrondémico de Campinas (IAC) acumulou importante germoplasma desta cultura. Diversos
cultivares foram selecionados e vém sendo cultivados ndo apenas no Brasil, como também em varios
paises cafeicultores. No caso da espécie C. arabica, uma das dificuldades surgidas com o crescente
nimero de cultivares obtidos esta relacionada a correta identificacdo das linhagens que o compdem,
freqlentemente de parentesco muito préximo, o que torna dificil a diferenciacdo destes através dos
descritores botanicos e agrondmicos. Diante desse contexto, a caracterizacdo das principais linhagens dos
cultivares Mundo Novo, Acaig, Catuai Vermelho, Catuai Amarelo, Icatu Vermelho, Icatu Amarelo, Icatu
Precoce, Bourbon Amarelo, Ouro Verde e Obatd, de C. arabica, vem sendo realizada utilizando-se a
técnica AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism). Os fragmentos obtidos foram visualizados em
gel de acrilamida 5%, através da marcagdo dos primers com fluorescéncias especificas e da utilizagdo de
seqlienciador automético (ABI 377). Até o momento, 663 fragmentos foram obtidos e analisados em
funcdo da presenca ou auséncia das bandas geradas. Utilizando-se o aplicativo NTSY's, foi calculado um
indice de similaridade genética (Jaccard) e a partir dele construido um dendrograma (UPGMA). Os
resultados obtidos até o presente momento atestam a grande quantidade de informacdes geradas por esse
tipo de marcador. Todas as linhagens utilizadas no presente estudo foram diferenciadas umas das outras
em pelo menos 10% do total de bandas polimérficas utilizadas para as andlises. No entanto, as relactes de
parentesco ndo sdo coerentes com as informagdes sobre a origem genética destas, sugerindo que novos

marcadores sgjam obtidos.
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ABSTRACT: During the past 70 years, the Insituto Agrondmico de Campinas (IAC) has been involved
with research aiming the genetic improvement of coffee plants. Severa cultivars have been developed and
are currently cultivated, not only in Brazil, but also in other coffee producer countries. One major difficulty
associated with the development of coffee cultivars, specifically those belonging to Coffea arabica, is the
accurate identification of inbred lines. These inbreds share a high genetic smilarity, due to a close ancestra
relationship, difficulting their discrimination by traditional botanical descriptors. Therefore, the
characterization of inbreds of IAC C. arabica commercia cultivars such as Mundo Novo, Acaig, Catuai
Vermelho, Catuai Amarelo, Icatu Vermelho, Icatu Amarelo, Icatu Precoce, Bourbon Amarelo, Ouro Verde
and Obatd, has been accomplished by the technique AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism). The
amplified fragments were visualized in a 5% acrylamide gel by specific fluorescent - labeled primers a an
ABI377 Automatic sequencer. A total of 663 fragments were evaluated, considering presence or absence of
these in al inbreds tested. The analysis was performed using the software NTSY' S, a coefficient of genetic
smilarity (Jaccard) was determined and used for the construction of a phylogenetic dendrogram
(UPGMA). The results obtained until now confirmed the high number of polimorphic markers generated
by this type of marker. All inbreds tested were identified by at least 10% of total polimorphic fragments
utilized. However, the genetic relationships revealed by them are not in agreement with the parental origin
of these cultivars, suggesting that new molecular markers maybe found.

Key words:

INTRODUCAO

O café é um dos principais produtos agricolas no mundo. O inicio do seu cultivo deu-se no 1émen,
ha cerca de 500 anos, e aproximadamente em 1700 alcangou o sudeste da Asia. Posteriormente, no inicio
no século XVIII, progénies de uma unica planta foram levadas da Indonésia para a Europa e depois para o
continente americano (Chevalier e Dagron, 1928; Carvalho, 1946). No final do século XVIII, introducdes
ocorreram do Iémen para o Brasil, desta vez sementes das variedades Typica e Bourbon, estabelecendo-se
a base genética para obtencdo dos principais cultivares plantados tanto no Brasil como em outros paises
(Krug et a., 1939; Carvalho et a., 1969). Consequentemente, a cafeicultura brasileira e mundia é
representada basicamente por esses poucos genétipos.

Embora a introducéo de variabilidade genética tenha sido realizada a partir da introducéo de novos
gendtipos e até mesmo de outras espécimes de café, principalmente a partir da década de 30, as andlises
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genéticas sobre a variabilidade genética de cafeeiros cultivados, principamente C. arabica, tem revelado
pouca variagdo, ndo somente por questdes historicas, como ja salientado, mas também por acéo do proprio
melhorista, que acaba favorecendo o aumento de genétipos com grande parentesco. No caso de se
realizarem cruzamentos dirigidos, o melhorista normamente procura cruzar plantas que tenham
caracteristicas agrondmicas complementares e que sgjam as mais divergentes possiveis do ponto de vista
de parentesco, e isso ndo é muito fécil de ser identificado quando as plantas sGo muito parecidas. A
distingdo entre diferentes variedades deve ser estabelecida através de distancias minimas dos caracteres
gue as diferenciam, normamente fornecidas por descritores, como tipo de fruto, formato de folha, atura
da planta, resisténcia a enfermidades, cor da flor, etc. A diferenciagdo de gendtipos semelhantes através
dos descritores convencionais pode muitas vezes apresentar dificuldades inerentes ao seu nimero limitado
e a interferéncia do ambiente na expressdo destes. Essas dificuldades tendem a aumentar na medida em
gue idedtipos varietais de uma mesma espécie, com caracteristicas agrotécnicas precisas, sao cada vez
mais parecidos. Como resultado, as distancias minimas necessérias para se estabelecer uma distingdo entre
elas s5o cada vez menores.

Nos ultimos anos, 0s progressos da biologia molecular permitiram o desenvolvimento de algumas
técnicas de marcadores moleculares, capazes de indicar com precisdo as variagfes genéticas presentes no
DNA de um organismo qualgquer. Com relagdo aos marcadores classicos, eles tém como vantagens. a)
serem marcadores neutros, invariaveis com relacdo a idade e ao tipo de tecido (Bernatzky e Tanksley
1989); e b) apresentarem numero potencial de marcadores polimorficos e nimero de variagdo aélica
nitidamente maior (Chalmers et a., 1992; Liu e Fournier, 1993), com ampla cobertura do genoma. A
crescente necessidade de caracterizar os genomas de cultivares em programas de melhoramento tem
resultado em esforgos que visam identificar marcadores genéticos em C. arabica. O estabelecimento de
mapas geneticos baseados em isoenzimas e RFLPs, tanto de DNA total quanto de DNA de cloroplasto,
ndo foi bem sucedido devido ao baixo indice de polimorfismo observado (Lashermes et al., 1996). Até o
presente, a técnica de RAPD tem se revelado mais eficiente no estabelecimento de niveis de diversidade
genética entre gendtipos pertencentes & espécies de C. arabica e C. canephora (Orozco - Cadtillo et a.,
1994), porém baixa diversidade tem sido encontrada entre cultivares-elite da espécie ardbica (Silvestrini,
2000). Baseando-se nessas informagdes, € possivel inferir que para a identificacdo de polimorfismo em C.
arabica devem ser utilizadas metodologias que permitam revelar um niimero maior de loci, como € o caso
dos AFLPs e microssatélites. A variabilidade genética encontrada em populagdes de C. arabica ndo é
muito grande, o que dificulta a identificacdo de marcadores genéticos necess&rios em programas de

melhoramento. No entanto, diversos cultivares de C. arabica tém sido selecionados até o momento,

301




I Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

através de melhoramento genético classico, resultante de cruzamentos com outras espécies do género
Coffea (Sondhal e Lauritis, 1992). A introgressdo de genes de espécies dipléides como C. canephora
através da ocorréncia de uma taxa natural de alogamia em C. arabica é de aproximadamente 10%, o que
leva a acreditar que exista certo nivel de polimorfismo molecular entre as variedades de C. arabica
selecionadas no 1AC.

O desenvolvimento do principio de reagdes de polimerizagdo em cadeia (PCR - Polymerization of
Chain Reaction) para as andlises de sequiéncia de nucleotideos (Saiki et a.,1988) e posteriormente 0s
trabalhos de Williams et a. (1990) e Welsh e McCldland (1990) revolucionaram os estudos de
marcadores moleculares. Uma das metodologias que utilizam esse principio € conhecida por AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphic). Esta técnica foi desenvolvida e aplicada por VVos (1995), cuja
patente foi depositada pela sociedade Keygene (Wageningen, Holanda). A AFLP combina a
especificidade, a resolucdo e o poder de amostragem da digestdo com enzimas de restricdo com
velocidade e praticidade da amplificacéo via PCR, gerando grande nimero de bandas ndo-aeatorias.
Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996), as principais vantagens dos marcadores AFLP sdo o grande
nimero de fragmentos gerados e resolvidos num Unico gel, possibilitando que dezenas deles possam ser
avaliados, o grande poder de deteccdo de variabilidade genética, explorando simultaneamente o
polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restri¢do; e a ocorréncia ou ndo de amplificagdo através
da reacéo de polimerizagdo, ndo reguerendo informagdo prévia de sequéncia do DNA. Embora sgja mais
complexa e exija equipamentos e reagentes mais caros que aqueles utilizados pela RAPD, o grande
nimero de marcadores AFLP potencialmente informativos tem tornado esta técnica bastante atraente para
estudos de genética de plantas (Thomas et al., 1995).

Finamente, o estudo que pretendemos redizar esta voltado a introducdo dos marcadores AFLP
para a caracterizagdo genética de linhagens e/ou cultivares-elite de cafeeiros desenvolvidos pelo IAC,
levando-se em conta que a utilizagdo de marcadores moleculares € cada vez mais recorrente e tem se
tornado uma ferramenta importante tanto para apoio a continuidade dos programas de melhoramento
guanto para garantir a propriedade intelectual do produto final da selecdo genética, assegurando aos
agricultores ou usuarios o0 acesso a informacéo necessaria a implantagdo de uma cafeicultura moderna e
competitiva.
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OBJETIVOS

Gerais

A caracterizagdo molecular de linhagens e cultivares-elite do IAC utilizando atécnica AFLP.

Especificos

a) Dar subsidios aos melhoristas, no sentido de orientar cruzamentos.

b) Identificar grupos heteréticos na espécie cultivada - C. arabica.

c) Desenvolver e aplicar os marcadores AFLP em nossos laboratorios, fortes candidatos para estudos
futuros de mapeamento e de sele¢do assistida.

d) Permitir a correta identificacdo de linhagens ou cultivares de café, como garantia da propriedade
intelectual destes, e assegurar aos agricultores ou usuarios 0 acesso acorreta informagdo sobre 0 material
genético a ser plantado.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O materia de estudo é representado por cultivares-elite desenvolvidos pelo IAC ao longo do seu
programa de melhoramento genético, em ensaios de avaliagdo fina em diferentes regifes do Estado de
S0 Paulo.

Metodologia
Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido a partir de folhas jovens de cinco plantas de cada linhagem estudada,
baseado em protocolo utilizado pelo CIMMYT (Laboratory Protocols - CIMMYT Applied Molecular
Genetics Laboratory), gque prevé as etapas a seguir. Um grama de folhas foi pesado e macerado em N

liquido, até se obter um p6 bem fino; o tecido macerado foi ressuspendido gentilmente em tampao de

303




I Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

extragcdo (0,35 M de Sorbitol, 0,20 M de Tris-HCl pH 8,0, 50 MM de EDTA pH 8,0 e 0,5% [w/v] de
bissulfito de sodio) e centrifugado a seguir por 20 minutos a 1.000g a 4°C, descartando-se o
sobrenadante. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 2,5ml de tampdo de extracdo, acrescido de
3,5ml de tampéo de lise (0,2M de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de EDTA pH 8,0, 2M de NaCl e 2% de
MATAB e 0,7 ml de 10% SDS). A seguir a mistura foi incubada a 65°C por 30 minutos, misturando a
solucdo ocasionamente. Adicionou-se 1,0 vol de cloroférmio:acool isoamilico (24:1). Inverteu-se o tubo
diversas vezes, aé que a solucdo ficasse homogénea. A emulsdo foi centifugada a 4°C (1000g/15
minutos) e a fase aguosa transferida para um novo tubo. Em seguida, o DNA foi precipitado pela adigcéo
de 10% vol de acetato de sodio 3 M e 1,0 vol de etanol mantido em geladeira. Apds o DNA ter sido
precipitado, a mistura foi centrifugada (10.000g/15 minutos) e o pellet ressuspendido em 1 ml de TE
(10mM de Tris-HCl pH 8,0 e ImM de EDTA pH 8,0). Apds dissolucdo, adicionaram-se 200 nmg/ml de
RNAse e a mistura incubada por 30 minutos a 37°C. Novamente, o DNA foi extraido com 1 vol de
fenol:cloroformio:dcool isoamilico (25:24:1), a emulsdo foi misturada até ficar uniforme e centrifugada a
8000g/10 minutos a 4 °C. Em seguida, a fase aguosa foi transferida para um novo tubo e o DNA
precipitado pela adicdo de 10% vol de acetato de sodio 3M e de 1 vol de etanol gelado 100%. Apos
centrifugacéo (10000g/15 minutos), eliminou-se a fase aquosa e o pellet foi deixado sobre bancada para
secar. Posteriormente, 0 DNA foi suspendido em 200 i de TE. A qualidade e o rendimento da extragdo

foram estimados em gel de agarose 0,8%.

Obtencéo dos marcadores AFLP
A metodologia AFLP utilizada envolveu as seguintes etapas.

a) Digestdo do DNA genémico com as enzimas EcoRI e Msel. Foram adicionados num tubo Eppendorf
contendo 1,5 ml: tampéo 5x (5 m), DNA (280 ng/ m-18 ml), Eco RI/Msel (2 M) H,O (para completar
25 ). Para vérias amostras foram feitas solugbes mée contendo H,O + tampdo + EcoR I/Mse |. A
solucdo foi incubada a 37 °C durante 4 horas. A inativagéo das endonucleases foi feitaa 70 °C durante 15
minutos e, em seguida, a solucéo foi mantida no gelo, aguardando aligagéo.

b) Ligacdo dos adaptadores. Adicionaram-se 19 l do adaptador de ligagéo e 1 pl de T4 DNA ligase. A
solucéo foi diluida 1/10, homogeneizada e posta no freezer a—20 °C.
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c) Reacdo de pré-amplificagdo. Adicionaram-se 2,5 W do DNA ligado diluido, 20 pl de primers de pré-
amplificacdo, 2,5 de tampdo PCR 10x e 5 u/yl de Tag polimerase e redizou-se a pré-amplificagdo
(PCR).

d) Amplificacéo seletiva AFLP. Preparou-se uma solugdo com H,O, tamp&o PCR 10X, primer Msel (1 pl)
dNTP (1 mM), Taq polymerase (5 u/ll ), primer EcoRI (1) marcado, e realizou-se a amplificagdo em
um amplificador térmico automético.

e) Leitura das bandas através do Aplicativo GENE SCAN e GENOTYPER (Applied Biosystems). Apos a
corrida, os géis foram inicidmente analisados no aplicativo GENE SCAN, que extra as bandas
amplificadas através da analise do gd e fornece um eletroferograma cujas bandas sdo representadas na
forma de picos. Com auxilio do aplicativo GENOTY PER redlizaram-se as andlises dos picos. A andise
comparativa dos fragmentos obtidos para cada genétipo com o padréo de peso molecular presente durante
a corrida de eetroforese revelou o tamanho dos fragmentos amplificados, tendo sido considerados para
analise apenas agueles acima de 50 pb.

Primers utilizados

O kit de AFLP é fornecido com 16 primers, sendo metade deles para cada uma das duas
extremidades obtidas apos digestéo (Eco Rl e Mse ). No total, 64 diferentes combinagdes sdo possiveis
de serem redlizadas. Destas, 30 foram testadas em duas linhagens (Icatu Vermelho IAC 4045 e Apoata
IAC 2258), em funcéo de estas linhagens terem apresentado bom perfil de amplificagdo em amplificagOes
de RAPD (Tabela 2). Convencionou-se que, para cada combinagao de primers, o primeiro deles seria o da
extremidade cortada pela enzima Eco RI (primers estes marcados com as diferentes fluorescéncias
disponives, ou sgja, verde, amarelo ou azul) e o segundo, da extremidade clivada pela enzima Mse 1.

Tabela 2 - Relagdo das 30 combinagdes de primers selecionados

Fluorescéncia Combinacdes de primers selecionados

I 0 " v Y, Vi VI VI | IX X Xl Xll
Verde PP, |PP, |PsP; |PsPy |PsPs |PsPs |PPL |PP, |PPs |PP, |PPs | PP
Amarelo P:P; (PP, PP |PP, |PPy, |PPs |PP; |PsP, |PsPs | PsP;
Azul PP, |PPs |PPs |PP. |PP, |PP, |PPs |PPg
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Andlise estatistica

Apenas bandas consideradas polimorficas foram retidas para andlise e anotadas na forma de
presenca (0) e auséncia (1). A partir de uma tabela de dupla entrada (gendtipos x bandas) foi calculado o
coeficiente de similaridade de Jaccard e, posteriormente, a construgcéo de um dendograma (UPGMA). Os
dados foram analisados pelo programa NTSY S, versdo 1.70 (Rohlf, 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 30 primers testados nos dois genétipos previamente escolhidos, apenas os 12 marcados com
fluorescéncia verde foram testados até o presente momento. Destes, os primers P6 e P7 apresentaram 0s
melhores resultados em relagdo a nimero e quaidade de bandas geradas. Um tota de 663 bandas

polimorficas foi obtido no conjunto dos genétipos avaliados.

Figura 1 - Dendrograma (UPGMA) para representacéo de linhagens de café a partir das similaridades genéticas (Jaccard)
calculadas em funcdo de 663 bandas AFLP.
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A construcdo de dendrogramas a partir do polimorfismo dos fragmentos obtidos € uma maneira de
interpretar e caracterizar as relagbes de parentesco entre individuos, conforme se verifica na Figura 1.
Para interpretagdo dos resultados, procurou-se considerar o conhecimento disponivel das relacbes de
parentesco das linhagens e dos cultivares estudados. Assim, esperava-se que linhagens de um mesmo
cultivar estivessem representadas préoximas umas das outras nos dendrogramas obtidos, revelando a
similaridade genética existente entre elas. No entanto, observou-se que as linhagens estdo distribuidas de
maneira aleatéria nos dendrogramas, ndo apresentando uma estruturagdo que permitisse corroborar o
surgimento destas linhagens. Por exemplo, as diferentes linhagens do cultivar Catuai Vermelho
encontram-se distantes umas das outras, sendo o coeficiente de similaridade entre elas relativamente
baixo. Nem mesmo a introgressdo de genes de C. canephora em cultivares de C. arabica parece interferir
na separacao dos cultivares.

A primeira evidéncia que se tem das andlises redlizadas até 0 momento € de que a quantidade de
fragmentos polimérficos gerados pela técnica AFLP foi suficiente para diferenciar os materiais estudados,
indicando serem apropriados para a deteccéo de polimorfismo entre linhagens aparentadas de C. arabica.
As duas linhagens geneticamente mais proximas possuem 10% do tota de bandas analisadas com
polimorfismo. No entanto, a ndo-capacidade de obtencdo de uma diferenciagdo que concorde com a
historia do surgimento destes materiais necessita ser esclarecida. Novas combinagdes de primers, assim
como outras categorias de marcadores, estdo sendo implementadas no sentido de permitir conclusdes
mais seguras. Entretanto, considerando que também os marcadores RAPD ndo foram suficientemente
capazes de discriminar com clareza estes mesmos gendtipos, uma hipotese que gostariamos de lancar € a
de que a base genética da espécie C. arabica utilizada nos programas de melhoramento genético do IAC

€, além de estreita, formada por uma grande populagéo representada por seus cultivares.
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